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摘 　要 　α2银环蛇毒素在神经科学研究以及在临床和制药上有重要作用 , 为获得大量的α2银环蛇毒素 , 我们用已
构建的 p GEX2BgTX ( P222A31) 质粒在大肠杆菌 BL21 (DE3) 中表达 , 并用谷胱甘肽 Sepharose FF 纯化 GST2α2
银环蛇毒素融合蛋白 , 再用凝血酶切掉融合标签谷胱苷肽转移酶 ( Glutathione S2transferase , GST) , 得到了较纯
的重组α2银环蛇毒素同工毒素 , 得率约为 11225 mg/ L 。用重组α2银环蛇毒素制备多克隆抗体 , 经 EL ISA 和
Western 杂交鉴定后可知重组α2银环蛇毒素与天然α2银环蛇毒素的抗原性一致。小鼠毒性试验表明 , 重组α2银环
蛇毒素同工毒素的半致死剂量 LD50为 11598 mg/ kg , 约为天然α2银环蛇毒素的 1/ 5。小鼠化学法镇痛试验显示 ,
重组α2银环蛇毒素有一定的镇痛药效 , 1/ 4 LD50剂量的镇痛百分率为 5512 % , 1/ 8 LD50剂量的镇痛百分率为
2015 % , 在外周镇痛作用中呈一定的量效关系 [动物学报 51 (6) : 1102 - 1108 , 2005 ]。
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Abstract 　α2bungarotoxin plays very important role in neuroscience research , clinical application and the pharmaceutical
industry. In order to acquire quantitites ofα2bungarotoxin , we expressed GST2α2bungarotoxin fusion protein using con2
structed plasmid p GEX2BgTX ( P222A31) in E1 coli BL21 (DE3) cell , purified GST2α2bungarotoxin using glutathione2
Sepharose FF , cleavaged Glutathione S2transferase ( GST) tag by thrombin in the column , and finally , we obtained re2
combinantα2bungarotoxin with yields of about 11225 mg/ L . In order to compare the immunogenicity of recombinant pro2
tein and crudeα2bungarotoxin , we prepared multi2antibody using recombinantα2bungarotoxin. The results of both EL ISA
and Western blot showed that recombinantα2bungarotoxin has the same antigenicity as naturalα2bungarotoxin. In vivo
toxicity tests showed that the LD50 of recombinantα2bungarotoxin was 11598 mg/ kg , about 1/ 5 that of naturalα2bun2
garotoxin. Analgesis percentages with doses of 1/ 4 LD50 and 1/ 8 LD50 were 5512 % and 2015 % respectively , indicating
that recombinantα2bungarotoxin possesses analgesic efficiency [ Acta Zoologica S inica 51 (6) : 1102 - 1108 , 2005 ] .




N2乙酰胆碱受体 ( nAChR) 结合 , 阻止神经 - 肌
肉传导。因此 , 突触后神经毒素可以作为检测
nAChR 的标记物、纯化乙酰胆碱受体 (AChR) 、
研究药物与受体相互作用和 AChR 结构与性质的工
具 (覃公平 , 1998) ; 同时神经毒素也具有较高的
医用价值 , 有良好的镇痛 ( Chen and Robiso ,
1990 ; Pu et al. , 1995) 、解毒和抑癌作用 (陈远
聪、袁士龙 , 1988) ; 应用蛇毒神经毒素镇痛不会
成瘾、无耐药性 , 而且显示疗效后剂量还可以减
少 , 因此有望用于戒毒治疗 (杨良等 , 1995) 。
α2银环蛇毒素是银环蛇 ( B ungarus m ultici nu2
t us) 的一种典型的长链突触后神经毒素 , 分子量
不大 , 是由 74 个氨基酸组成的碱性多肽 , 分子中
几乎每个氨基酸都对结构的形成发挥作用 , 其中包
含的 10 个半胱氨酸 , 形成 5 对二硫键 ( Clark et
al. , 1972) , 具有三指型空间结构 , 为探讨蛋白一
级结构与高级结构的关系、以及结构和功能的理想
材料 , 可用于研究其与乙酰胆碱的结合位点和活性
部位 (Rosenthal et al. , 1994 ; Samson et al. , 2000 ;
Zeng et al. , 2001 ; Scarselli et al. , 2002) 。α2银环蛇
毒素在临床上还可用于诊断重症肌无力、治疗顽固
性神经痛、肌萎缩性侧索硬化症和复发性疱疹性角








可能 , 国内早在 1998 年就有用人工合成的α2银环
蛇毒素基因研究其原核表达的报道 (段清海 ,
1999) 。实际上 , 人们早已在自然界中发现α2银环




银环蛇毒素同工毒素 ( P222A31) 基因 (汪芳、王








p GEX2BgTX ( P222A31 ) 质粒 和大肠杆菌
BL21 (DE3) 为本实验室保存 ; 试验用昆明系小
鼠由厦门大学抗癌中心提供 ; 丙烯酰胺、N , N′2甲
叉双丙烯酰胺、甘氨酸、考马斯亮兰 R250、还原
型谷胱甘肽均为 Amresco 产品 ; 蛋白标准物为
N EB 产品 ; 预染蛋白标准物为 Fermentas MB I 产
品 ; Protein A2agarose 和谷胱甘肽 Sepharose FF 为
Amersham Pharmacia 产 品 ; 辣 根 过 氧 化 物 酶





p GEX2BgTX ( P222A31 ) 质粒的大肠杆菌 BL21
(DE3) 单克隆菌落于 20 ml 含有终浓度为 100μg/
ml 氨苄的LB 培养基中 , 37 ℃培养过夜 , 然后将菌
液加入 200 ml 同样的培养基中 , 放大培养至 OD600
值达到 015 - 017 时 , 加入 IPTG (异丙基2β2D2硫
代半乳糖苷) 至终浓度为 012 mmol/ L , 于 28 ℃诱
导培养 4 h。诱导培养后的菌液于5 000 g 离心 5
min 收集细菌 , 再用预冷的 PBS (140 mmol/ L Na2
Cl , 217 mmol/ L KCl , 10 mmol/ L Na2 HPO4 , 118
mmol/ L KH2 PO4 , p H 713) 漂洗细菌两次 , 最后
用 8 ml 冰浴的 PBS 悬浮细菌。在功率 100 W 下 ,
超声破碎细菌 20 次 (每次 4 s , 间歇 8 s) , 12 000
g 离心 10 min , 上清加入预先用 10 倍体积 PBS 平
衡过的谷胱甘肽 Sepharose FF 柱 (1 ml) 中 , 于
4 ℃轻摇 1 h 后 , 用大约 50 ml PBS 冲洗柱床 , 流
速约为 015 ml/ min , 直至流出液的 OD280值趋于 0。
然后向柱床中加入 2 ml 含有 20 U 凝血酶的凝血酶
切割缓冲液 (50 mmol/ L Tris p H 810 , 150 mmol/
L NaCl , 215 mmol/ L CaCl2 , 011 %β2巯基乙醇 ,
22 ℃轻摇 8 h , 收集柱中液体于 - 70 ℃保存。
11212 　蛋白浓度测定 　以牛血清白蛋白 (BSA)
为标准 , 按照 Bradford (1976) 方法绘制标准曲线 ,
再根据检测样品的 OD595值 , 确定样品蛋白浓度。
11213 　多克隆抗体的制备 　选取10 只 10 周龄左
右的 BALB/ c 雌鼠。取重组α2银环蛇毒素 2 ml (浓
度为 1 mg/ ml) , 加入 2 ml 弗氏完全佐剂 (后三次
用不完全佐剂) , 在振荡器上混合至抗原完全乳化。
皮下注射小鼠 , 共 4 次 , 每次间隔 10 d。每只小鼠
取 4 点 (后腿两点 , 背部两点) 注射 , 每点注射抗
原乳剂 011 ml。最后一次注射后第 3 d , 将小白鼠
的尾巴剪断采血数滴 , 进行 EL ISA 反应 , 以检查
抗体的产生情况 , 若呈阳性 , 而且颜色较深 , 则符
合要求。最后一次注射后第 4 d 采血。剪去小白鼠
的一只眼睛 , 收集鼠血。室温下使血液凝固 , 待血
液凝固后 , 用移液器吸头沿管壁剥离血块 , 置室温
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2 - 3 h , 再置于 4 ℃冰箱过夜。4 ℃2 000 g 离心 10
min , 取血清 , 分装成小管置于 - 70 ℃冰箱保存。
11214 　多克隆抗体的纯化 　将一只免疫过的小鼠
的血清加入约1 ml protein A2agarose 柱 (011 mol/ L
Tris2HCl , p H 810 , 10 倍柱床体积平衡) 中 , 4 ℃
结合 1 h 后用 10 倍柱床体积的 0101 mol/ L Tris2
HCl (p H 810) 洗柱 , 再用 5 倍柱床体积的 011 mol/
L 甘氨酸 (pH 310) 洗脱 , 收集洗脱液每管 015 ml ,
并在每管中加入50μl 1 mol/ L Tris2HCl (pH 810) 。
以洗脱液为对照 , 测定每个收集管中液体的 OD280
值 , 将所测值最高的两管混合 , 分装成小份 ,
- 70 ℃保存 , 用于 EL ISA 和 Western 杂交。
11215 　酶联免疫分析 　酶标板中每孔加入50μl浓
度为 20μg/ ml 的重组α2银环蛇毒素溶液和天然α2
银环蛇毒素溶液 , 置湿盒中 , 37 ℃温育 2 h。用
PBS 洗涤滴定板 2 次 , 然后在吸水纸上轻轻扣干 ,
用封阻液加满孔 , 于湿盒中 37 ℃1 h , 再用 PBS 洗
滴定板 2 次。每孔加 50μl 不同稀释度用封阻液
(140 mmol/ L NaCl , 217 mmol/ L KCl , 10 mmol/ L
Na2 HPO4 , 118 mmol/ L KH2 PO4 , p H 713 , 012 %
Tween220) 稀释的抗体溶液 , 在湿盒 37 ℃温 115
h , 然后 PBS 洗涤滴定板 4 次。每孔加入用封阻液
按1∶2 500稀释过的 HRP 标记的羊抗 Ig G 50μl , 于
湿盒中 37 ℃温育 115 h , 用 PBS 再次洗滴定板 4
次。每孔加入 50μl 现配的底物溶液显色至深度适
宜后 (一般 5 - 30 min) , 再加入 50 μl 2 mol/ L
H2 SO4 终止反应 , 蓝色阳性变成亮黄色 , 稳定 3 -
5 min 在酶标仪中读取 OD450值。
11216 　Western 杂交 　用 5μl 预染蛋白分子量标
准 , 10 μl ( 100 ng/μl ) 天然α2银环蛇毒素纯品
(Sigma) , 10μl (100 ng/μl) 重组α2银环蛇毒素进
行 SDS2PA GE 电泳后 , 在电解缓冲液 (480 mmol/
L , Tris HCl , 390 mmol/ L 甘氨酸 , 0137 % SDS)
中转膜 , 70 V , 70 min 后取出尼龙膜 , 置封闭液
(140 mmol/ L NaCl , 217 mmol/ L KCl , 10 mmol/ L
Na2 HPO4 , 118 mmol/ L KH2 PO4 , p H 713 , 1 %脱
脂奶粉) 中 , 室温轻摇 2 h。加入用封闭液稀释的
抗α2银环蛇毒素多抗 , 4 ℃轻摇 2 h。用 PBS 漂洗 3
次 , 每次 10 min。加入用二抗缓冲液稀释的 Anti2
Ig G2AP , 室温轻摇 1 h。再用二抗缓冲液漂洗 4
次 , 每次 10 min。加入底物溶液 , 显色至出现颜
色深度适宜的条带。
11217 　重组蛋白毒性检测 　检测按 Meier and
Theakston (1986) 的方法 , 取 18 - 20 g 昆明种雄
性小白鼠共 16 只。其中 10 只分别通过尾静脉注射
015 ml 不同浓度的重组神经毒素溶液 , 每种浓度注
射 2 只小鼠 ; 2 只分别注射约 1 mg/ ml 的融合蛋白 ,
2 只分别注射加入相同剂量凝血酶的凝血酶切割缓
冲液和 2 只分别注射溶于 PBS中的 GST 蛋白作为阴
性对照。在注射后的 2 - 60 min 内记录小鼠死亡情
况并记录存活时间。以每 kg 体重的剂量/ 存活时间
(D/ T) 为横坐标 , 以小鼠的每 kg 体重的注射剂量
为纵坐标作图线性回归 , 曲线与纵坐标的交点为无
限时间内杀死 50 %的实验动物的剂量 , 即 LD50。
11218 　重组蛋白镇痛效果的检测 　按照 Koster et
al1 (1959) 和 Teber et al1 (1969) 方法 , 选取健康
昆明系雄性小鼠 15 只 , 体重 20 ±2 g , 随机分组 ,
每组 5 只 , 腹腔注射不同剂量重组神经毒素 014
ml , 其中一组为阴性对照 , 腹腔注射凝血酶切割
缓冲液 014 ml , 注射 1 h 后每只小鼠腹腔注射









常用表达载体 p GEX 表达出的可溶性 GST2α2
银环蛇毒素融合蛋白约占菌体总蛋白的 25 %。表
达后的融合蛋白经谷胱甘肽 Sepharose FF 纯化 , 凝
血酶柱上酶切后得到的重组α2银环蛇毒素在 N 端
比天然α2银环蛇毒素多出了一个甘氨酸和一个丝氨
酸 , 15 %的 SDS2PA GE 电泳检测 (图 1) 可知得到
较多的分子量在 8 kD 左右的蛋白 , 但也有少量
GST 蛋白被洗脱下来。用 Bradford 方法定量蛋白
可知 , 融合蛋白得率为 1410 mg/ L ; 重组α2银环蛇
毒素得率为 11225 mg/ L 。
212 　α2银环蛇毒素抗原性的检测
重组α2银环蛇毒素抗体分别稀释 50、100、
200、500、1 000、2 000、5 000、10 000 倍 , 用
PBS 作阴性对照 , 以重组α2银环蛇毒素作为阳性对
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图 1 　谷胱甘肽 Sepharose FF纯化、凝血酶柱上酶切后收集的重组蛋白 SDS2PAGE电泳
M : 蛋白标准。1 : 纯化后的重组蛋白。2 : GST 蛋白。3 : 纯化的重组 GST2α2银环蛇毒素融合蛋白。4 : 诱导后菌液上清。5 : 未
诱导菌液上清。
Fig11 　The result of SDS2PAGE electrophoresis of recombinantα2bungarotoxin after purif ied in glutathione sepharose
FF aff inity column and cleavaged by thrombin
M : Protein Marker. 1 : Purified recombinnatα2bungarotoxin. 2 : GST protein. 3 : Purified GST2α2bungarotoxin fusion protein. 4 : Super2
natant of induced product . 5 : Supernatant without inducement .
重组α2银环蛇毒素的抗体效价为 1∶200。
用 100 倍稀释的重组α2银环蛇毒素抗体做






M : 预染蛋白标准。1 : 阴性对照。2 : 天然α2银环蛇毒素。3 :
重组α2银环蛇毒素。
Fig12 　Western blot using natural and recombinedα2bun2
garotoxin to hybridize with alpha2bungarotoxin multi2clone
antibody
M : Prestained protein marker. 1 : Negative control. 2 : Naturalα2
bungarotoxin. 3 : Recombinationα2bungarotoxin.
213 　重组α2银环蛇毒素的毒性试验
10 只尾静脉注射不同剂量的重组α2银环蛇毒







常状态 , 注射 GST 蛋白的对照组小鼠无异常表现 ,
而注射 1 mg/ ml 融合蛋白的小鼠未出现神经中毒
症状。以小鼠 kg 体重的剂量/ 存活时间 (D/ T) 与
每 kg 体重的注射剂量的对应关系如图 3 , 重组神
经毒素的 LD50值为 11598 mg/ kg。
图 3 　重组α2银环蛇毒素 LD50的测定
Fig13 　LD50 determination of recombinantα2bungarotoxin
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表 1 　重组α2银环蛇毒素体内毒性试验













组别 Groups 1 2 3 4 5 6 7 8
剂量 Doses 250 2 25 01440 01880 11665 21200 31300
死亡数 Death numbers 0 0 0 0 0 1 2 2
死亡时间 (min)
Death time (min)
∞ ∞ ∞ ∞ ∞ 60 316/ 311 212/ 118
214 　重组α2银环蛇毒素的外周镇痛试验
计数小鼠受到化学刺激后 20 min 内的扭体次
数 , 结果如表 2 所示。腹腔注射不同剂量重组神经
毒素的小鼠与注射凝血酶缓冲液的对照组相比 , 在
不同程度上扭体次数有所减少。其中注射 1/ 8 LD50
剂量组小鼠平均扭体次数约为 37 次 , 计算得在此
剂量下的镇痛百分率为 2014 % ; 注射 1/ 4 LD50剂







Table 2 　Analgesic effects of recombinantα2bungarotoxin with











5818 ±1119 3618 ±918 2912 ±1311
镇痛百分率
Percentage analgesia
0 2014 % 5512 %
3 　讨　论
用亲和纯化、柱上酶切的纯化方法得到的重组
α2银环蛇毒素中含有少量的 GST 蛋白 , 可能是由
于切割过程中凝血酶的最适切割条件 (p H 810)
与 GST 蛋白结合到谷胱甘肽 Sepharose FF 凝胶的
结合条件 (p H 713) 有些差距 , 故在柱上切割后
收集蛋白中可以检测到未结合的 GST 蛋白 , 但尝
试用 PBS 作为切割缓冲液 , 由于其切割效率较低
而未被采用。若要得到更纯的重组α2银环蛇毒素可
以用 Sephadex G50 分子筛进一步纯化 , 也可以用
谷胱甘肽 Sepharose FF 凝胶重结合法除去少量的
GST 杂质 , 研究中也尝试了用这种方法 , 但仍没
有将 GST 蛋白完全除去 , 还在一定程度上造成重
组α2银环蛇毒素的降解。由结果可知融合蛋白的得
率为 14 mg/ L , 表示其中含重组α2银环蛇毒素部分






银环蛇毒素的 1/ 5 (天然α2银环蛇毒素的 LD50值为
013 mg/ kg , http : / / au. expasy. org/ cgi2bin/ nic2
eprot . pl ? P60615) 。同样情况也见于其它神经毒
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过 (钟肖芬 ①) 。有研究表明神经毒素的镇痛机制
可能与中枢 M 型胆碱系统有关 (陈汝筑、吴秀荣 ,
1988a) , 也有研究认为眼镜蛇神经毒素的镇痛机理
可能涉及到中枢内源性阿片肽能系统的活动 (陈汝
筑、吴秀荣 , 1988b) , 但神经毒素的镇痛机制还没
有定论 , 通过基因工程手段得到的α2银环蛇毒素为
深入研究其镇痛机理提供了方便。
蛇毒成分复杂 , 含有多种生物活性物质 , 仅α2
银环蛇毒素就发现了几种同工毒素 (Liu et al. ,
1998) , 同工毒素在组成上往往只有很小的差异 ,
它们的氨基酸序列和空间构象十分相似 , 同一个体
内同工毒素的存在 , 对蛇本身可能有其生物学意义
(汪芳、王义权 , 2005) , 获取不同的同工毒素 , 在
研究毒素与受体的相互作用机制和药物研发中具有
非常重要的意义。本研究表达的重组α2银环蛇毒素
与天然α2银环蛇毒素在 22 位氨基酸上不同 (Leu →
Pro) , 这一个氨基酸的突变可能使重组α2银环蛇毒
素毒空间构象有所变化从而导致其活性的改变。钱
友存等 (2000b) 从银环蛇毒腺 cDNA 中克隆到的
α2银环蛇毒素 (V31) 原核表达、纯化后的重组α2
银环蛇毒素毒性为天然的 1/ 6。段海清等人
(1998 , 1999) 用序列合成拼接的方法克隆到α2银
环蛇毒素 (A31) 基因 , 原核表达并纯化后 , 毒性
实验证明原核表达的重组α2银环蛇毒素 (A31) 与
他们分离纯化的天然α2银环蛇毒素毒性相当。本研




素 , 比较不同变体结构与功能的关系 , 打下一定的
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